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Abstract of DE4416558 

The invention relates to a device for the optical 
measurement of a point (7) on a sample (8) with 
high local resolution, with a light source (1) to 
emit a beam (16) suitable for exciting an energy 
state in the sample (8), and object lens (6) to 
focus the exciting beam (16) on the point (7) on 
the sample (8) arranged in the focal field of the 
object lens (6), a separating device (5) to 
separate the emitted light spontaneously radiated 
owing to the excitation of the energy state and a 
detector (9) to detect the emitted light, and a 
corresponding process. The lateral resolution of 
the device and the process is improved in that 
there is a stimulation light beam (17) from the 
exciting light source (1) to generate stimulated 
emission at the point (7) on the sample (8) 
excited by the light beam (16), in which the 
exciting light beam (16) and the stimulation light 
beam (17) are arranged in such a way that their 
intensity distributions partly overlap in the focal 
region. 
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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

@) Vorrichtung und Verfahren zum optischen Messen eines Probenpunktes einer Probe mit hoher Ortsauflosung 

(§5) Die Erfindung betrifft eine Vonichtung zum optischen 
Messen eines Probenpunktes 7 einer Probe 8 mit hoher 
Ortsauflosung, mit einer Lichtquelle 1 zum Aussenden eines 
zum Anregen eines Energiezustandes der Probe 8 geeigne- 
ten Anregungslichtstrahls 16, einem Objektiv 6 zum Fokus- 
sieren des Anregungslichtstrahls 16 auf den Probenpunkt 7 
der im Fokalbereich des Objektivs 6 anordenbare Probe 8, 
einer Separationseinrichtung 5 zum Herausseparieren des 
von der Probe 8 aufgrund der Anregung des Energiezustan- 
des spontan abgestrahlten Emissionslichts und einem De- 
tektor 9 zum Nachweis des Emissionslichts sowie ein 
entsprechendes Verfahren. Die laterale Auflosung der Vor- 
richtung und des Verfahrens werden dadurch verbessert, 
daS ein von der Lichtquelle 1 kommende Stimulationslichts- 
trahl 17 zum Erzeugen stimulierter Emission der von dem 
^ Anregungsiichtstrahl 16 angeregten Probe 8 In dem Proben- 
f punkt 7 vorgesehen ist, wobei der Anregungsiichtstrahl 16 
und der Stimulationslichtstrahl 17 derart angeordnet sind, 
daS sich ihre Intensitatsverteilungen im Fokalbereich teilwei- 
se decken. 
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum opti- 
schen Messen eines Probenpunktes einer Probe mit ho- 
her Ortsaufldsung, mit einer Lichtquelle zum Aussenden 
eines zum Anregen eines Energiezustandes der Probe 
geeigneten Anregungslichtstrahls, einem Objektiv zum 
Fokussieren des Anregungslichtstrahls auf den Proben- 
punkt, der im Fokalbereich des Objektivs anordenbaren 
Probe, einer Separationseinrichtung zum Heraussepa- 
rieren des von der Probe aufgrund der Anregung des 
Energiezustandes spontan abgestrahlten Emissions- 
lichts und einem Detektor zum Nachweis des Emis- 
sionslichts. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum opti- 
schen Messen eines Probenpunktes einer Probe mit ho- 
her Ortsaufldsung, bei dem ein Anregungslichtstrahl auf 
den zu messenden Probenpunkt mittels eines Objektivs 
fokussiert wird und dort den Energiezustand anregt, und 
bei dem das von dem Probenpunkt aufgrund der Anre- 
gung des Energiezustands spontan emittierte Emis- 
sionslicht heraussepariert und nachgewiesen wird. 

Eine solche Vorrichtung und ein solches Verfahren 
sind aus der Praxis bekannt Sie finden ihre Anwendung 
z. B. bei Mikroskopen und insbesondere bei Rastermi- 
kroskopen. Mit einem Rastermikroskop werden einzel- 
ne Probenpunkte abgetastet und gemessen. Auf diese 
Weise kann die Probe dreidimensional vermessen wer- 
den. Es werden lumineszierende, insbesondere fluores- 
zierende oder phosphoreszierende Proben oder mit ent- 
sprechenden Farbstoffen versehene Proben verwendet 

Bei einer solchen Vorrichtung und einem solchen 
Verfahren ist es wiinschenswert, eine gute Ortsaufld- 
sung zu erreichen. Die Ortsaufldsung ist durch die raum- 
liche Ausdehnung der sogenannten effektiven Punktab- 
bildungsfuktion gegeben. Diese ist eine ortsabhangige 
Funktion, die die Wahrscheinlichkeit quantifiziert, mit 
der aus einem bestimmten Punkt des Fokalbereichs ein 
Photon spontan emittiert wird. Sie ist mit der raumli- 
chen Verteilung der Wahrscheinlichkeit, daB an einem 
bestimmten Punkt des Fokalbereichs der Energiezu- 
stand angeregt ist, identisch. Bei herkommlichen Raster- 
Floureszenzmikroskopen ist die effektive Punktabbil- 
dungsfunktion identisch mit der Punktabbildungsfunk- 
tion des Objektivs bei der Wellenlange des Anregungs- 
lichts, welche die Intensitatsverteilung des Anregungs- 
lichts im Fokalbereich des Objektivs angibt und aus 
quantenmechanischer Sicht die Wahrscheinlichkeit 
quantifiziert, mit der ein Beleuchtungsphoton in einem 
bestimmten Punkt des Fokalbereichs anzutreff en ist Bei 
einem Rastermikroskop ist die Unterteilung der Raste- 
rung durch die Ortsaufldsung begrenzt. Bei einer besse- 
ren Ortsaufldsung kann daher eine feinere Unterteilung 
gewahlt werden, mit der eine bessere Aufldsung des 
rekonstruierten Bildes erzielt werden kann. 

Es ist bekannt, daB bei einem Rastermikroskop die 
Aufldsung dadurch verbessert werden kann, daB das 
von der Probe emittierte Licht auf den Punktdetektor 
abgebildet wird, der in einer zu der Fokalebene des 
Objektivs konjugierten Ebene angeordnet ist. Eine sol- 
che Anordnung wird als konfokale Anordnung bezeich- 
net Die bessere Aufldsung kommt dadurch zustande, 
daB zwei Punktabbildungsfunktionen die Abbildung im 
konfokalen Rastermikroskop bestimmen: Die Raster- 
punktabbildungsfunktion und die Detektionsabbii- 
dungsfunktion, welche die Abbildung des von der Probe 
emittierten, zu detektierenden Lichts in den Punktde- 
tektor beschreibt und aus quantenmechanischer Sicht 



die Wahrscheinlichkeit quantifiziert, mit der ein aus dem 
Fokalbereich emittiertes Photon in den Punktdetektor 
gelangL Da sowohl Beleuchtung und Detektion statt fin- 
den mOssen, ist die Punktabbildungsfunktion eines kon- 
5 fokalen Rastermikroskops das Produkt aus beiden 
Wahrscheinlichkeitsverteilungen, d. h. aus der effekti- 
ven Punkt-Abbildungsfunktion und der Detektions- 
punkt-Abbildungsfunktion. Dies fQhrt zu einem deutlich 
schmaleren Hauptmaximum der konfokalen Punktab- 

io bildungsfunktion im Vergleich zu einem nicht konfokal 
angeordneten Mikroskop. Dies entspricht einer hdhe- 
ren Aufldsung des konfokalen Mikroskops und bewirkt 
eine Diskriminierung aller Punkte, die sich nicht in der 
unmittelbaren Umgebung des Fokus befinden. Letzte- 

15 res ist Voraussetzung fiir die Erstellung dreidimensiona- 
ler Bilder im Rasterverfahren. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die gat- 
tungsgemaBe Vorrichtung und das gattungsgemaBe 
Verfahren derart zu verbessern, daB eine grdBere Orts- 

20 aufldsung erzielt wird. 

Hinsichtlich der Vorrichtung wird diese Aufgabe er- 
findungsgemaB durch einen von der Lichtquelle kom- 
menden Stimulationslichtstrahl zur Erzeugung stimu- 
lierter Emission der von dem Anregungslichtstrahl an- 

25 geregten Probe in dem Probenpunkt geldst, wobei der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl 
derart angeordnet sind, daB sich ihre Intensitfitsvertei- 
lungen im Fokalbereich teilweise decken. 

Hinsichtlich des Verfahrens wird die Aufgabe erfin- 

30 dungsgemSB dadurch geldst, daB die von dem Anre- 
gungslichtstrahl angeregte Probe in dem Probenpunkt 
durch einen Stimulationslichtstrahl zu stimulierte Emis- 
sion veranlaBt wird, wobei sich die Intensitatsverteilun- 
gen des Anregungslichtstrahls und des Stimulations- 

35 lichtstrahls im Fokalbereich des Objektivs teilweise dek- 
ken. 

Durch die durch den Stimulationslichtstrahl induzier- 
te stimulierte Emission der von dem Anregungslichts- 
trahl angeregten Probe in dem Deckungsbereich der 

40 Intensitatsverteilungen des Anregungslichts und des Sti- 
mulationslichts im Fokalbereich des Objektivs wird be- 
wirkt, daB die angeregten Energiezustande im Dek- 
kungsbereich abgeregt werden und nicht mehr zu der zu 
detektierenden spontan emittierten Strahlung beitragen 

45 kdnnen. Die Raster-Punktabbildungsfunktion, die im 
normalen Raster-Fluoreszenzrnikroskop identisch mit 
der Punktabbildungsfunktion des Objektivs bei der 
Wellenlange des Anregungslichts ist, wird dadurch ver- 
schmalert Dies entspricht einer erhdhten raumlichen 

50 Aufldsung. Die Verbesserung der Ortsaufldsung ist von 
der Art der Deckung der Intensit&tsverteilungen abhSn- 
gig. Es kann sowohl eine iaterale als auch eine axiale 
Verbesserung in der Ortsaufldsung erzielt werden, 
GemaB einer Weiterbildung der Erfindung ist es vor- 

55 teilhaft, wenn die Probe auf einem Positioniertisch an- 
geordnet ist, mit dem eine mechanische Rasterbewe- 
gung zumindest in Richtung der optischen Achse durch- 
fuhrbar ist Die Vorrichtung entspricht dann einem Ra- 
stermikroskop, bei dem die Probe zumindest entlang 

60 der optischen Achse abgerastert werden kann. In die- 
sem Fall ist eine Verbesserung der Ortsaufldsung in 
axialer Richtung besonders vorteilhaft, da dann in dieser 
Richtung durch feineres Rastern eine bessere Aufldsung 
erzielt werden kann. Ein weiterer Vorteil kann erreicht 

65 werden, wenn zwischen der Lichtquelle und dem Objek- 
tiv eine Strahlrastereinrichtung zum gesteuerten Abra- 
stern der Probe mit dem Anregungslichtstrahl und dem 
Stimulationslichtstrahl vorgesehen ist. Die Vorrichtung 
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wird als Rastermikroskop verwendet, bei dem die Probe 
lateral oder dreidimensional abgerastert werden kann. 
Bei einem solchen Rastermikroskop kann dann durch 
Verkleinern der Rasterung auch in der lateralen Rich- 
tung eine bessere Ortsaufldsung erzielt werden. 5 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn der Stimulationslichts- 
trahl hinsichtlich des Anregungslichtstrahls in der Fo- 
kalebene lateral versetzt ist. Durch diese Anordnung 
wird eine Verschmalerung der effektiven Punktabbil- 
dungsfunktion der Vorrichtung in lateraler Richtung be- 10 
wirkt. Auch kann es gunstig sein, wenn der Stimulations- 
Iichtstrahl hinsichtlich des Anregungslichtstrahls ent- 
lang der optischen Achse versetzt ist. Dann wird eine 
Verbesserung der Ortsaufldsung der Vorrichtung in 
axialer Richtung be wirkt. 15 

Vorteilhafterweise kann wenigstens ein weiterer von 
der Lichtquelle kommender Stimulationsiichtstrahl vor- 
gesehen sein, dessen Intensitatsverteilung im Fokalbe- 
reich des Objektivs von der Intensitatsverteilung der 
ubrigen Stimulationsstrahlen verschieden ist, insbeson- 20 
dere indem er an einer anderen Stelle fokussiert ist. Bei 
dieser Anordnung werden die Intensitatsverteilungen 
der zusatzlichen Stimulationsstrahlen ebenfalls der In- 
tensitatsverteilung des Anregungslichtstrahls im Fokal- 
bereich des Objektivs uberlagert, wodurch eine weitere 25 
Verschmalerung der effektiven Punktabbildungsfunk- 
tion der Vorrichtung erzielt wird. Die Art der Ver- 
schmalerung der effektiven Punktabbildungsfunktion 
kann durch die raumliche Anordnung der Stimulations- 
lichtstrahlen entsprechend gewahlt werden. Gttnstiger- 30 
weise konnen die Stimulationslichtstrahlen hinsichtlich 
des Anregungslichtstrahls raumlich symmetrisch ange- 
ordnet werden. Dann wird eine raumlich symmetrische 
Verschmalerung des Hauptmaximums der effektiven 
Punktabbildungsfunktion im Fokalbereich erzielt. Z. B. 35 
konnen die Stimulationslichtstrahlen derart angeordnet 
werden, daB sie durch einen zu dem Anregungslichts- 
trahl konzentrischen Kreisring verlaufen. Dabei konnen 
die Stimulationsstrahlen zueinander jeweils einen glei- 
chen Abstand aufweisen. Auf diese Weise wird das 40 
Hauptmaximum der Intensitatsverteilung des Anre- 
gungslichtstrahls sozusagen von mehreren Seiten 
gleichmaBig verschmalert Auch weitere Anordnungen 
der Stimulationslichtstrahlen sind mdglich und die ge- 
naue AuswahJ der Anordnung ist dem Fachmann uber- 45 
lassen. 

GemSLB einer gunstigen Weiterbildung der Erfindung 
kann die Lichtquelle einen Laser umfassen, der Lichtan- 
teile unterschiedlicher Wellenlangen emittiert Das 
Licht der einen Wellenlange wird dann als Anregungs- 50 
licht verwendet. Die Wellenlange des Lichtes ist dabei 
so zu wahlen, daB der Energiezustand der Probe damit 
angeregt werden kann. Der Lichtanteil mit der anderen 
Wellenlange wird fur das Stimulationslicht gewahlt Die 
Wellenlange muB so gewahlt sein, daB die Probe in dem 55 
angeregten Zustand fiber stimulierte Emission abgeregt 
werden kann. Im Normalfall sind die fur das Anregungs- 
licht und das Stimulationslicht erforderlichen Wellen- 
langen voneinander verschieden. Fur den Fall, daB diese 
Wellenlangen gleich sind, genugt es selbstverstandlich, 60 
einen Laser zu verwenden, der nur eine Wellenlange 
emittiert. 

Auch kann es vorteilhaft sein, wenn die Lichtquelle 
wenigstens zwei Laser umfaBt, die Licht unterschiedli- 
cher Wellenlangen emittieren. Dann dient der eine La- 65 
ser zum Erzeugen des Anregungslichtes und der/die an- 
dere/n Laser zum Erzeugen des Stimulationslichtes. Es 
kdnnen entweder mit einem Laser mehrere Stimula- 
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tionslichtstrahlen erzeugt werden, was etwa durch eine 
geeignete Blende oder durch geeignetes Anordnen von 
spiegeln moglich ist oder es konnen mehrere Laser zum 
Erzeugen je eines oder mehrerer Stimulationsstrahlen 
verwendet werden. Die Verwendung von Lasern als 
Lichtquelle hat ferner den Vorteil, daB raumlich stark 
lokalisierbare Lichtstrahlen mit hoher Intensitat zur 
Verfiigung stehen. 

Gunstigerweise kann ein Dauerstrichlaser vorgese- 
hen sein, der das Anregungslicht aussendet Durch das 
Verwenden von Dauerstrichlasern wird die Anordnung 
kostengunstig. Es kann wenigstens ein Laser vorgese- 
hen sein, der Lichtpulse zeitlicher Abfolge aussendet. 
Gunstigerweise erzeugt ein Laser, der Lichtpulse zeitli- 
cher Abfolge aussendet, das Stimulationslicht 

Eine vorteilhafte Anordnung besteht darin, daB ein 
Dauerstrichlaser zum Erzeugen des Anregungslichtes 
und wenigstens ein Laser, der Lichtpulse in zeitlicher 
Abfolge ausstrahlt, zur Erzeugung des Stimulationslicht 
verwendet wird. Dabei wird die Zeit, innerhalb der das 
Lumineszenzlicht vom Detektor erfaBt werden soli, 
durch die Pulsdauer des Stimulationslichtes bestimmt. 
Dabei ist es vorteilhaft, wenn die Pulsdauer des Lasers, 
der das Stimulationslicht ausstrahlt, 10" 10 bis 10" 5 s 
betragt 

GemaB einer weiteren vorteilhaften Anordnung wird 
sowohl das Anregungslicht als auch das Stimulations- 
licht von Lasern erzeugt, die Lichtpulse in zeitlicher 
Abfolge aussenden. Die Pulsdauer des Anregungslichtes 
und des Stimulationslichtes sollen in diesem Fall kleiner 
sein als die charakteristischen Zeiten fur die spontane 
Emission der Probe in dem angeregten Energiezustand. 
Die Pulsdauer des Stimulationslichts soli groBer sein als 
die charakteristische Zeit fur einen ZerfallsprozeB des 
Endzustandes, in dem sich die Probe nach Abregen des 
Energiezustandes durch stimulierte Emission befindet, 
in einen noch tiefer liegenden Grundzustand Von letz- 
terem aus wird die Probe typischerweise in den Energie- 
zustand angeregt Die Pulsdauer des Anregungslichtes 
betragt vorteilhafterweise 10" 15 bis 10" 9 s; die Puls- 
dauer des Stimulationslichtes betragt gunstigerweise 
10"12bisl0" 9 s. 

Vorteilhafterweise kann der Laser zur Erzeugung des 
Stimulationslichts einen Lichtstrahl mit gauBformiger 
Intensitatsverteilung aussenden. Dadurch wird in der 
Fokalebene ebenfalls eine gauBfdrmige raumliche In- 
tensitatsverteilung erzielt Eine solche Intensitatsvertei- 
lung hat den Vorteil, daB sie keine Nebenmaxima auf- 
weist, durch welche die Aufldsung verschlechtert wer- 
den konnte. Dies ist insbesondere bei den Stimulations- 
strahlen vorteilhaft, da diese dem Anregungslichtstrahl 
dann so uberlagert werden k6nnen, daB sie sich dem 
Hauptmaximum der Intensitatsverteilung des Anre- 
gungsstrahles lateral iiberlappen. In diesem Fall werden 
eventuell in der Intensitatsverteilung des Anregungs- 
lichtstrahls vorhandene Seitenmaxima aufgrund der 
Wirkung der Stimulationslichtstrahlen in der effektiven 
Punktabbildungfunktion eliminiert Dabei konnen die 
Stimulationslichtstrahlen der Intensitatsverteilung des 
Anregungslichtstrahls von auBen her Uberlagert wer- 
den, ohne daB in der effektiven Punktabbildungsfunk- 
tion neue Nebenmaxima entstehen. In diesem Fall wird 
eine deutliche Verschmalerung des Hauptmaximums 
der effektiven Punktabbildungsfunktion erzielt, ohne 
daB Nebenmaxima auftreten. Ferner kann es vorteilhaft 
sein, wenn zwei gepulste Laser verwendet werden, wo- 
bei die optischen Wegstrecken so dimensioniert sind, 
daB der Puis des Stimulationslichts um ein Zeitintervall, 
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das kleiner als die Lebensdauer des angeregten Zu- 
stands des Farbstoffes ist, dem Anregungspuls hinter- 
herlauft 

Auch ist es guns tig, wenn die Lichtquelle zur Erzeu- 
gung der stimulierten Emission von hoher Intensitat ist, 5 
so daB zwischen dieser Intensitat und der Besetzung des 
Energiezustandes der Probe ein nichtiinearer Zusam- 
menhang besteht Dadurch kann mit dem Stimulations- 
lichtstrahl der angeregte Energiezustand im Deckungs- 
bereich der Intensitatsverteilung des Anregungs- und 10 
des Stimulationslichtes durch stimulierte Emission 
raumlich sehr scharf begrenzt abgeregt werden, so daB 
auch die Raster-Punktabbildungsfunktion rSumlich sehr 
scharf begrenzt wird und zugleich die Verminderung 
der gesamten Lumineszenzintensitat minimiert wird. 15 

GemaB einem vorteilhaften Ausfuhrungsbeispiel der 
Erfindung umfaBt die Separationseinrichtung eine Zeit- 
steuerungseinrichtung;, mit der der Detektor unmittel- 
bar nach Abklingen eines Pulses des Stimulationslichts 
eingeschaltet werden kann. Wenn bei dieser Anordnung 20 
sowohl zum Erzeugen des Anregungslichtes als auch 
zum Erzeugen des Separationslichtes Laser verwendet 
werden, die Lichtpulse zeitlicher Abfolge aus senden, 
kann die Zeitsteuereinrichtung auch die Laser derart 
steuern, daB ein Stimulationslichtpuls ausgesendet wird, 25 
sobald ein Anregungslichtpuls abgeklungen ist. Das Be- 
tatigen des Detektors nach Abklingen des Pulses des 
Stimulationslichtes kann dann mit der gleichen Zeit- 
steuerungseinrichtung erfolgen. Die bevorzugten Puls- 
dauern der Laser wurden oben bereits genannt Es ist 30 
ein einfaches und sauberes Heraustrennen des Emis- 
sionlichts der Probe mdglich, auch dann, wenn das Anre- 
gungslicht gleiche Wellenlange wie das Emissionslicht 
hat Der Aufbau der Vorrichtung wird mechanisch ein- 
fach, da keine weiteren Filterelemente verwendet wer- 35 
den mflssen. Auch ist es vorteilhaft, bei der Benutzung 
gepulsten Lichts fur den Anregungslichtstrahl und den 
Stimulationsstrahl die zeitliche Abfolge der Pulse Qber 
unterschiedlich lange optische Laufwege abzustimmen. 

GemaB einem anderen vorteilhaften Ausfahrungsbei- 40 
spiel der Erfindung kann die Separationseinrichtung ein 
dem Objektiv vorgeschaltetes Polarisationselement 
zum Polarisieren des Stimulationslichts und ein dem Ob- 
jektiv nachgeschaltetes Polarisationselement zum Pola- 
risieren des zum Detektor gehenden Lichts mit einer 45 
orthogonalen DurchlaBrichtung zu der des dem Objek- 
tiv vorgeschalteten Polarisationselements umfassen. 
Vorbzw. nachgeschaltet bedeutet hier sowohl raumlich 
als auch in Laufrichtung des Lichtes vor bzw. nach dem 
Objektiv. Dadurch ist es m6glich, das Emissionlicht von 50 
dem Stimulationslicht bei gleichen Wellenlangen zuver- 
lassig voneinander zu trennen. Es kann auch ein Polari- 
sationselement zum Polarisieren des Anregungslichts 
dem Objektiv vorgeschaltet angeordnet sein und ein 
weiteres Polarisationselement dem Objektiv nachge- 55 
schaltet sein, welches zu dem Polarisationselement zum 
Polarisieren des zum Detektor gehenden Lichts eine 
orthogonale DurchlaBrichtung aufweist So kann das 
von der Probe emittierte Licht auch von dem Anre- 
gungslicht getrennt werden. Auch ist es vorteilhaft, 60 
wenn die Separationseinrichtung wenigstens ein Wel- 
leniangenfilter aufweist Mit den Welleniangenfiltern 
kann das von der Probe emittierte Licht von dem Anre- 
gungslicht heraussepariert werden, wenn unterschiedli- 
che Wellenlangen vorliegen. Ein Wellenlangenfilter ist 
dem Objektiv nachgeschaltet Als Wellenlangenfilter 
k6nnen Farbfilter, dichroitische Filter, Monochromato- 
ren, Prismen etc. verwendet werden. Ferner kann die 
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Separationseinrichtung einen dichroitischen Spiegel 
aufweisen. Der Spiegel ist dann zwischen der Lichtquel- 
le und dem Objektiv angeordnet, so daB das von der 
Probe emittierte Licht von dem dichroitischen Spiegel 
wenn es eine bestimmte Wellenlange aufweist, in den 
Detektor gelenkt wird. 

GemaB einer glinstigen Weiterbildung der Erfindung 
kann der Detektor ein Punktdetektor sein. Dem Detek- 
tor kann ein Fokussierungselement und eine Blende 
vorgeschaltet sein, wobei die Blende in einer zur Fokal- 
ebene des Objektivs optisch konjugierten Ebene ange- 
ordnet ist Die Blende ist beispielsweise eine Lochblen- 
de, wobei ihr Durchmesser vorzugsweise so groB ist, 
daB ihr Bild im Probenbereich in der GrdBenordnung 
der Ausdehnung der Punktabbildungsfunktion ist, das 
man bei der Wellenlange des zu detektierenden Lichtes 
hat Die Punktabbildungsfunktion der Vorrichtung er- 
gibt sich aus dem Produkt der effektiven Punktabbil- 
dungsfunktion und der Detektionspunkt-Abbildung- 
funktion. Aufgrund des Punktdetektors wird also eine 
zusatzliche Verschmalerung des Hauptmaximums der 
Punktabbildungsfunktion der Vorrichtung und damit ei- 
ne weitere Verbesserung der AuflOsung erzielt 

Eine weitere Verbesserung der Ortsaufldsung der 
Vorrichtung kann dadurch erzielt werden, daB zwischen 
der Lichtquelle und dem Objektiv ein fur die Wellenlan- 
ge des Stimulationslichts durchlassiges Filterelement 
angeordnet ist, welches fQr die Wellenlange des Anre- 
gungslichts einen undurchlassigen Mittenbereich und ei- 
nen durchiassigen AuBenbereich aufweist. Ein solches 
Filterelement veriagert in der Intensitatsverteilung des 
Anregungslichtes im Fokalbereich Licht aus dem 
Hauptmaximum in die Beugungsnebenmaxima, wobei 
das Hauptmaximum deutlich verschmaiert wird. Dies 
fQhrt zu einer weiteren Verschmalerung der effektiven 
Punktabbildungsfunktion. Die Intensitatszunahme in 
den Nebenmaxima der Intensitatsverteilung des Anre- 
gungslichts ist in diesem Fall nicht stdrend, da diese 
aufgrund der Intensitatsverteilung des Stimulations- 
lichts in der effektiven Punktabbildungsfunktion unter- 
druckt werden, da sich die Intenskatsvertei lungen teil- 
weise 0berlappeit 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der Zeich- 
nung naher beschrieben. Es zeigen: 

Fig. 1 ein schematische Darstellung eines AusfUh- 
rungsbeispiels der erflndungsgemaBen Vorrichtung, 

Fig* 2 ein Beispiel fur die Intensitatsverteilung des 
Anregungslichts und fur die Intensitatsverteilungen des 
Stimulationslichts in der Fokalebene des Objektivs der 
erflndungsgemaBen Vorrichtung und 

Fig. 3 die Raster-Punktabbildungsfunktion in der Fo- 
kalebene des Objektivs der erflndungsgemaBen Vor- 
richtung. 

Fig. 1 zeigt als Ausfuhrungsbeispiel der erflndungsge- 
maBen Vorrichtung die Anordnung eines Rastermikro- 
skops. Das Rastermikroskop umfaBt eine Lichtquelle 1 
mit einem Laser 2 zum Aus senden von Anregungslicht 
und einem Laser 3 zum Aussenden von Stimulations- 
licht Ferner sind dichroitische Spiegel 4 und 5 und ein 
Objektiv 6 vorgesehen, mit denen das von den Lasern 2 
und 3 kommende Anregungslicht und Stimulationslicht 
auf einen Probenpunkt 7 der Probe 8 gelenkt bzw. fo- 
kussiert wird. Der Probenpunkt 7 hat dabei eine Orts- 
ausdehnung, welche hier eine Flachenausdehnung ist 
Ein Detektor 9 ist zum Nachweis des von der Probe 8 
emittierten Emissionslichts angeordnet, welches mit 
dem dichroitischen Spiegel 5 aus dem Anregungslicht 18 
heraussepariert wird. Die Probe ist auf einem Positio- 
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niertisch 10 angeordnet. Zwischen der Lichtquelie 1 und 
dem Objektiv 6 ist eine Strahlrastereinrichtung 11 zum 
gesteuerten Abrastern der Probe 8 mit dem Anregungs- 
licht und dem StimuJationslicht vorgesehen. Die Licht- 
quelie 1 umfafit zusUtzlich zu den Lasern 2 und 3 Linsen 5 
12 und 13 sowie eine Blende 14. Mit der Linse 12 wird 
der von dem Laser 2 kommende Laserstrahl auf die 
Blende 14 fokussiert. Die Linse 13 dient zur Anpassung 
der Divergenz des Anregungslichtstrahls und der Sti- 
mulationslichtstrahlen, damit sie in der gleichen Ebene 10 
mit Hilfe des Objektivs 6 fokussiert werden kdnnen. Als 
Blenden werden tibiicherweise Lochblenden verwendet. 
H inter dem Laser 3 sind ein Strahlteiler 23 und ein 
Spiegel 24 zum Aufteilen des von dem Laser 3 kommen- 
den Strahls in zwei Stimulationslichtstrahlen 17 ange- 15 
ordnet. Die Anordnung ist so gewahlt, daB der Anre- 
gungslichtstrahi und die Stimulationslicntstrahlen derart 
auf den Spiegel 4 auftreffen, daB sich die Intensitatsver- 
teilungen der strahlen nach Umlenken an dem Spiegel 5 
und Durchlaufen des Objektivs 6 im Fokalbereich des 20 
Objektivs 6 teilweise decken. 

In dem gezeigten Ausfuhrungsbeispiel sind zwei Sti- 
mulationslichtstrahl gezeigt Es konnen aber auch nur 
ein oder noch weitere Stimulationslicntstrahlen verwen- 
det werden. Hierzu kdnnen entweder weitere Laser mit 25 
zu dem Strahlengang des Lasers 3 analogen Strahlen- 
gangen verwendet werden, wobei die strahlen in geeig- 
neter Weise auf den Spiegel 4 und von dort uber den 
Spiegel 5 und das Objektiv 6 auf den Probenpunkt 7 
gelenkt werden. Es kann aber auch wie gezeigt ein La- 30 
ser 3 verwendet werden, und der von dem Laser 3 kom- 
mende Stimulationslichtstrahl uber weitere Strahlteiler 
in einzelne Stimulationslichtstrahlen zerlegt werden. 
Wichtig ist, daB die Stimulationslichtstrahlen alle derart 
angeordnet sind, daB sich ihre Intensitatsverteilungen 35 
im Fokalbereich des Objektivs 6 teilweise mit der Inten- 
sitatsverteilung des Anregungslichtstrahls decken. Die 
Laser 3 bzw. die dazugehorigen nicht dargestellten 
Strahlelemente, wie Strahlteiler, Linsen, eta mQssen 
derart angeordnet sein, daB sich eine gewiinschte vor- 40 
herbestimmte Anordnung der Intensitatsverteilungen 
im Fokalbereich des Objektivs 6 ergibt Z. B. konnen 
verschieden Stimulationslichtstrahlen auf einem Kreis- 
ring angeordnet sein, durch dessen Mittelpunkt der von 
dem Laser 2 kommende Anregungslichtstrahl 16 ver- 45 
lauft 

In dem Punkt 7 wird der Energiezustand der Probe 8 
mit dem dort auftreffenden Anregungslichtstrahl 16 an- 
geregt Die Wellenlange des Anregungslichts ist geeig- 
net zum Anregen dieses Energiezustandes gewahlt. 50 
Durch Auftreffen des von dem Laser 3 kommenden 
Stimulationslichtstrahl 17 wird der mit dem Anregungs- 
licht angeregte Energiezustand der Probe 8 uber stimu- 
lierte Emission in einem tieferliegenden Zustand abge- 
regt. Hierzu kann der Laser 3 das Stimulationslicht als 55 
Lichtpulse zeitlicher Abfolge aussenden. Das von der 
Probe 8 spontan emittierte Emissionslicht wird durch 
das Objektiv 6 und den Spiegel 5 in den Detektor 9 
gelenkt und dort nachgewiesen. In der gezeigten Dar- 
stellung wird das Emissionslicht zum Nachweis in dem 60 
Detektor 9 von dem Anregungslicht 16 durch den di- 
chroitischen Spiegel 5 getrennt Dies ist mdgiich, da in 
der Regel das Anregungslicht 16 eine andere Wellenian- 
ge hat als das Emissionslicht 18. Zur weiteren Verbesse- 
rung der Selektion des Emissionslichts 18 aufgrund sei- 65 
ner Welleniange ist vor dem Detektor 9 ein Farbfilter 19 
angeordnet. 

Ferner ist ein dem Objektiv 6 vorgeschalteter Polari- 



sator 20 zum Polarisieren des Stimuiationslichts 17 und 
ein dem Objektiv 6 nachgeschalteter Polarisator 21 zum 
Polarisieren des zum Detektor gehenden Lichts vorge- 
sehen. Die Polarisatoren 20 und 21 haben eine zueinan- 
der orthogonale DurchlaBrichtung. Mit Hilfe der Polari- 
satoren 20 und 21 laBt sich das von der Probe 8 kom- 
mende Emissionslicht von dem Stimulationslicht tren- 
nen. Die zueinander orthogonal angeordneten Polarisa- 
toren 20, 21 sind vorteilhaft, um eine bessere Unterdruk- 
kung des Stimuiationslichts im Detektor zu erreichen. 
Ferner ist dem Farbfilter 19 und dem Polarisator 21 eine 
Lochblende 15 vorgeschaltet, die sich in einer zur Fokal- 
ebene des Objektivs optisch konjugierten Ebene befin- 
det Alternativ kann das von der Probe kommende 
Emissionslicht von dem Stimulationslicht bzw. dem An- 
regungslicht durch eine nicht dargestellte Zeitsteue- 
rungseinrichtung getrennt werden. Dies ist dann mdg- 
iich, wenn der Laser 3 Stimulationslichtpuise in zeitli- 
cher Abfolge und der Laser 2 Anregungslichtpulse in 
zeitlicher Abfolge aussenden. Die Zeitsteuemngsein- 
richtung muB den Detektor unmittelbar nach Abklingen 
eines Pulses des Stimuiationslichts einschalten. Auf die- 
se Weise kann das Emissionslicht einfach und zuverlas- 
sig von dem Stimuiationslichts getrennt werden. Das 
Filter 19 und Polarisatoren 20, 21 konnen je nach Bedarf 
zusatzlich wie in Fig. 1 gezeigt, angeordnet werden. 

Der Strahlrastereinrichtung 11 ist eine Linse 22 vor- 
geschaltet, mit der der Anregungslichtstrahl 16 und die 
Stimulationslichtstrahlen 17 in die Strahlrastereinrich- 
tung 1 1 fokussiert werden. Mit der Strahlrastereinrich- 
tung 11 werden der Anregungslichtstrahl 16 und der 
Stimulationslichtstrahl 17 so gesteuert, daB sie die Punk- 
te 7, 7', . . . der Probe 8 in einer gewunschten Reihenf olge 
abrastern. In jedem der Punkte 7, 7' wird die oben be- 
schriebene Messung durchgeftihrt 

In Fig. 2 sind die Intensitatsverteilung 25 des Anre- 
gungslichtstrahls und die Intensitatsverteilungen 26 
zweier Stimulationslichtstrahlen 17 dargestellt Die In- 
tensitatsverteilung des Anregungslichts ist die Raster- 
Punktabbildungsfunktion des herkommlichen Raster- 
Floureszenzmikroskops. Die Intensitatsverteilung 25 
des Anregungslichtstrahls 16 hat ein Hauptmaximum 
und dazu symmetrische Nebenmaxima in lateraler Rich- 
tung. Die Intensitatsverteilung 26 der Stimulationsstrah- 
len 17 sind jeweils gauBformig. Die Maxima der GauB- 
verteilungen des Stimuiationslichts sind hinsichtlich des 
Maximums der Intensitatsverteilung 25 des Anregungs- 
Iichtes lateral versetzt Es ist eine symmetrische Anord- 
nung gewahlt, bei der die beiden Stimulationslichtstrah- 
len in entgegengesetzte Richtung mit gleichem Abstand 
hinsichtlich der Mittelachse durch die Intensitatsvertei- 
lung 25 des Anregungslichts verschoben sind. Die Inten- 
sitat des Stimuiationslichts ist deutlich grGBer als die 
Intensitat des Anregungslichts. Die Intensitat des Stimu- 
lationslichtstrahls ist so gewahlt, daB zwischen dieser 
Intensitat und der Besetzung des Energiezustandes der 
Probe ein nichtlinearer Zusammenhang besteht 

In Fig. 3 ist die Raster- Punktabbildungsfunktion in 
der Fokalebene des Objektivs dargestellt, in welche die 
Intensitatsverteilungen der Fig. 2 eingehen. Die Raster- 
punktabbildungsfunktion, welche die Aufldsung des Ra- 
stermikroskops der vorliegenden Erfindung bestimmt, 
ergibt sich aus dem Zusammenwirken der Intensitats- 
verteilung des Anregungsstrahls und der/des Stimula- 
tionsstrahls/en. Wie man der Figur entnimmt, weist die 
resultierende Rasterpunktabbildungsfunktion ein Maxi- 
mum auf, dessen Halbwertsbreite deutlich schmaler ist 
als die Halbwertsbreite der Intensitatsverteilung des 



DE 44 16 

9 

Anregungslichts, vergleiche Fig. 2. Zudem sind durch 
die Gesamtwirkung der in Fig. 2 dargestellten Intensi- 
tatsverteilungen die in dem Anregungslicht enthaltenen 
Nebenmaxima eliminiert. Aufgrund des Zusammenwir- 
kens des Anregungslichtstrahls und der Stimulations- 5 
lichtstrahlen erhalt man also eine Rasterpunktabbil- 
dungsfunktion mit einer erheblichen Verbesserung in 
der lateralen Aufldsung, da sowohl die Halbwertsbreite 
der eff ektiven Punktabbildungsfunktion erheblich redu- 
ziert wird, als auch die in der Intensitatsverteilung des 10 
Anregungslichts enthaltenen Nebenmaxima eliminiert 
werden, verglichen mit der effektiven Punktabbildungs- 
funktion eines herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskops, 
die identisch mit der Intensitatsverteilung des Anre- 
gungslichtes im Fokalbereich des Objektives ist Auf- 15 
grund von Rechenergebnissen kann durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren die laterale Aufldsung eines 
Rastermikroskops um etwa einen Faktor 5 verbessert 
werden. Die in den Fig. 2 und 3 dargestellten Kurven 
sind eine prinzipielle, nicht maBstabsgetreue Darstel- 20 
lung. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren 
anhand der Fig. 1 beschrieben. In dem dort gezeigten 
Rastermikroskop wird mit dem Positioniertisch 10 die 
Probe 8 in eine bestimmte Position der optischen Achse 25 
A gebracht Die Laser 2, 3 sowie die Linsen 12, 13, die 
Blende 14, der Strahlteiler 23 und der Spiegel 24 werden 
so angeordnet, daB die Stimulationslichtstrahlen 17 und 
der Anregungslichtstrahl 16 von dem Spiegel 5 und dem 
Objektiv 6 auf einen gewahlten Probenpunkt 7 gelenkt 30 
werden. Die Stimulationslichtstrahlen 17 werden so aus- 
gerichtet, daB ihre Intensitatsverteilungen sich im Fo- 
kalbereich des Objektivs 6 mit der Intensitatsverteilung 
des Anregungslichtstrahls 16 auf eine gewOnschte Wei- 
se decken. Das Filter 19 und die Polarisatoren 20, 21 35 
werden so angeordnet, daB das von der Probe in dem 
Probenpunkt 7 emittierte Emissionslicht von dem Anre- 
gungslicht und dem Separationslicht heraussepariert 
und in den Detektor 9 gelenkt und dort nachgewiesen 
wird. Nach dieser Messung wird ein neuer Probenpunkt 40 
7' ausgewahlt Hierzu werden der Anregungslichtstrahl 
16 und der Stimulationslichtstrahl 17 auf den Proben- 
punkt 7' gelenkt. Dort erfolgt die Messung auf die glei- 
che Weise wie in dem Probenpunkt 7. Danach werden 
der Anregungslichtstrahl 16 und die Stimulationslichts- 45 
trahien 17 von der Strahlrastereinrichtung 11 auf einen 
weiteren Probenpunkt gelenkt, bis die Probe 8 in dem 
gewunschten Bereich in lateraler Richtung abgerastert 
und gemessen ist. Dann wird der Positioniertisch 10 in 
Richtung der optischen Achse A verschoben. In dieser 50 
Stellung der Probe 8 beginnt wiederum der gesamte 
MeBablauf. Auf diese Weise kann die Probe 8 dreidi- 
mensional abgerastert und gemessen werden. 

Patentanspruche 55 

1. Vorrichtung zum optischen Messen eines Pro- 
benpunktes einer Probe mit hoher Ortsaufldsung, 
mit einer Lichtquelle zum Aussenden eines zum 
Anregen eines Energiezustandes der Probe geeig- 60 
neten Anregungslichtstrahls, ein em Objektiv zum 
Fokussieren des Anregungslichtstrahls auf den 
Probenpunkt der im Fokalbereich des Objektivs 
anordenbaren Probe, einer Separationseinrichtung 
zum Herausseparieren des von der Probe aufgrund 65 
der Anregung des Energiezustandes spontan abge- 
strahlten Emissionslichts und einem Detektor zum 
Nachweis des Emissionslichts, gekennzeichnet 
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durch einen von der Lichtquelle (1) kommenden 
Stimulationslichtstrahl (17) zum Erzeugen stimu- 
lierter Emission der von dem Anregungslichtstrahl 
(16) angeregten Probe (8) in dem Probenpunkt (7), 
wobei der Anregungslichtstrahl (16) und der Stimu- 
lationslichtstrahl (17) derart angeorgnet sind, daB 
sich ihre Intensitatsverteilungen (25, 26) im Fokal- 
bereich teilweise decken. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probe (8) auf einem Positionier- 
tisch (10) angeordnet ist, mit dem eine mechanische 
Rasterbewegung zumindest in Richtung der opti- 
schen Achse (A) durchfuhrbar ist 

3. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen 
der Lichtquelle (1) und dem Objektiv (6) eine 
Strahlrastereinrichtung (1 1) zum gesteuerten Abra- 
stern der Probe (8) mit dem Anregungslichtstrahl 
(16) und dem Stimulationslichtstrahl (17) vorgese- 
hen ist 

4. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Stimula- 
tionslichtstrahl (17) hinsichtlich des Anregungs- 
lichtstrahls (16) in der Fokalebene lateral versetzt 
ist 

5. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Stimula- 
tionslichtstrahl (17) hinsichtlich des Anregungs- 
lichtstrahls (16) entlang der optischen Achse ver- 
setzt ist. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 
ein weiterer von der Lichtquelle (1) kommender 
Stimulationslichtstahl (17) vorgesehen ist, dessen 
Intensitatsverteilung (26) im Fokalbereich des Ob- 
jektivs (6) von der Intensitatsverteilung (26) der 
Qbrigen Stimulationslichtstrahlen verschieden ist. 

7. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Stimula- 
tionslichtstrahlen (17) hinsichtlich des Anregungs- 
lichtstrahls (16) raumlich symmetrisch angeordnet 
sind. 

8. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Licht- 
quelle (1) einen Laser umfaBt, der Lichtanteile un- 
terschiedlicher Wellenlangen emittiert 

9. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Licht- 
quelle (1) wenigstens zwei Laser (2, 3) umfaBt, die 
Licht unterschiedlicher Wellenlangen emittieren. 

10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB wenig- 
stens ein Dauerstrichlaser (2) vorgesehen ist, der 
das Anregungslicht aussendet 

11. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB wenig- 
stens ein Laser (2, 3) vorgesehen ist, der Lichtpulse 
zeitlicher Abfolge aussendet 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Laser (3), der Lichtpulse zeit- 
licher Abfolge aussendet, das Stimulationslicht er- 
zeugt 

13. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Laser 
(3) zur Erzeugung des Stimulationslichts einen 
Lichtstrahl mit einem GauB-f6rmigen Profil aus- 
sendet 

14. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
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Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Licht- 
quelle (1) zur Erzeugung der stimulierten Emission 
von hoher Intensitat ist, so daB zwischen dieser 
Intensitat und der Besetzung des Energiezustandes 
der Probe ein nichtlinearer Zusammenhang be- 
stent 

15. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Sepa- 
rationseinrichtung eine Zeitsteuerungseinrichtung 
umfaBt, mit der der Detektor (9) unmittelbar nach 
Abklingen eines Pulses des Stimulationslichts ein- 
geschaltet werden kann. 

16. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Sepa- 
rationseinrichtung ein dem Objektiv (6) vorge- 
schaitetes Polarisationselement (20) zum Polarisie- 
ren des Stimulationslichts und ein dem Objektiv 
nachgeschaltetes Polarisationselement (21) zum 
Polarisieren des zum Detektor (9) gehenden Lichts 
mit einer orthogonalen DurchlaBrichtung zu der 
des dem Objektiv (9) vorgeschalteten Polarisa- 
tionselement (20) umfaBt 

17. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Sepa- 
rationseinrichtung wenigstens ein Wellenlangenfil- 25 
ter(19) aufweist 

18. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Sepa- 
rationseinrichtung einen dichroitischen Spiegel (5) 
aufweist 

19. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der De- 
tektor (9) ein Punktdetektor ist, der in einer zur 
Fokalebene des Objektivs (6) optisch konjugierten 
Ebene angeordnet ist 

20. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB dem De- 
tektor (9) ein Fokussierungselement und eine Blen- 
de (15) vorgeschaltet sind, wobei die Blende (15) in 
einer zur Fokalebene des Objektivs (6) optisch kon- 
jugierten Ebene angeordnet ist 

21. Vorrichtung nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen 
der Lichtquelle (1) und dem Objektiv (6) ein fur die 
Wellenlange des Stimulationslichts durchlassiges 
Filterelement angeordnet ist, welches fur die Wel- 
lenlange des Anregungslichts einen undurchlassi- 
gen Mittenbereich und einen durchlassigen AuBen- 
bereich aufweist 

22. Verfahren zum optischen Messen eines Proben- 
punktes einer Probe mit hoher Ortsauflosung, bei 
dem ein Anregungslichtstrahl auf den zu messen- 
den Probenpunkt mittels eines Objektivs fokussiert 
wird und dort den Energiezustand anregt, und bei 
dem das von dem Probenpunkt aufgrund der Anre- 
gung des Energiezustands spontan emittierte Emis- 
sionslicht heraussepariert und nachgewiesen wird, 
dadurch gekennzeichnet, daB die von dem Anre- 
gungslichtstrahl (16) angeregte Probe (8) in dem 
Probenpunkt (7) durch einen Stimulationslichts- 
trahl (17) zu stimulierter Emission veranlaBt wird, 
wobei sich die Intensitatsverteilungen (25, 26) des 
Anregungslichtstrahls (16) und des Stimulations- 
lichtstrahls (17) im Fokalbereich des Objektivs (6) 
teilweise decken. 

23. Verfahren nach einem der vorangehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe (8) 
mit dem Anregungslichtstrahl (16) und dem Stimu- 
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lationslichtstrahl (17) abgerastert wird. 
Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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